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SOMMARIO 
 
Il tumore del colon-retto rappresenta il tumore più frequente 
dell’apparato digerente; è la seconda causa di morte dopo quello del 
polmone nell’uomo, e quello mammario nella donna. La massima 
incidenza si ha tra i 60 ed i 70 anni (più elevata in USA e nell’Europa 
Orientale). La malattia colpisce uomini e donne con uguale frequenza, 
sebbene i tumori del retto mostrino una maggiore prevalenza nel sesso 
maschile. Nella popolazione della Comunità Europea sopra i 65 anni 
l’incidenza stimata per il tumore del retto è di 95 nuovi casi/anno per 
100.000 uomini e di 53 nuovi casi/anno per 100.000 donne. Ogni 
anno nel nostro Paese circa 27.000 persone si ammalano di tumore del 
colon-retto e, di queste, poco più della metà muore a causa della 
malattia. La sopravvivenza a cinque anni supera il 50%.  
La terapia è fondamentalmente chirurgica/chemioterapica e le 
prospettive di ricerca sul ruolo delle cellule staminali tumorali (CST) 
nel cancro sono ampie. In molti istotipi di cancro, è stato dimostrato 
che le CST determinano l'aggressività della malattia neoplastica; la 
ricerca delle CST nel carcinoma colorettale (CCR) è importante ai fini 
prognostici e terapeutici. Infatti le metastasi sono la principale causa 
di morte legata al cancro e determinano la transizione dalla malattia 
neoplastica localizzata alla malattia neoplastica sistemica.  
La scoperta delle CST (cellule staminali tumorali) rappresenta  una 
strategia per il controllo e la prevenzione della malattia metastatica 
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conclamata. La caratterizzazione molecolare delle CST può 
consentire di individuare bersagli farmacologici e terapie 
personalizzate antimetastatiche. Mentre nel cancro della mammella, 
del polmone e della prostata le CST sono state ampiamente 
caratterizzate, nel cancro del colon-retto queste caratteristiche 
molecolari sono ancora da scoprire. Pertanto, lo sviluppo dei modelli 
in vitro e in vivo per l’espansione e l’analisi delle CST colorettali è di 
primaria importanza per identificare nuovi approcci prognostici e 
terapeutici. 
In questo studio sperimentale, abbiamo ricercato le CST in 22 cancri 
colorettali asportati chirurgicamente.  
Nei materiali e metodi, sono ampiamente descritte le tecnologie 
utilizzate per la ricerca delle CST.  
La ricerca ha dato risultati positivi in 5 pazienti: 1 cancro del cieco, 1 
cancro del colon ascendente, 2 cancri del colon trasverso, 1 cancro del 
retto.    
Le linee cellulari che si sono sviluppate dalle CST scoperte nei 5 
pazienti si trovano nella Banca delle CST dell’Istituto Superiore di 
Sanità e vengono utilizzate per numerosi esperimenti.   
Questi pazienti hanno avuto una prognosi peggiore rispetto agli altri, a 
conferma del ruolo prognostico negativo delle CST.  
La ricerca si propone quindi di individuare precocemente questi 
pazienti per poterli sottoporre ad un follow up più stretto e realizzare 
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terapie mirate che abbiano come target specifico le CST, ritenute 
responsabili dell’aggressività e dell’eventuale recidiva di malattia.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 6  
INTRODUZIONE 
 
Numerose evidenze sperimentali suggeriscono che i tumori solidi 
sono generati e mantenuti da una piccola popolazione di cellule 
tumorali indifferenziate capaci di proliferare indefinitamente e di dare 
origine ad una progenie di cellule differenziate. Questa 
sottopopolazione di cellule tumorigeniche è anche coinvolta nei 
processi di resistenza ai trattamenti terapeutici correntemente 
utilizzati in ambito clinico e nel fenomeno della metastatizzazione. 
Studi effettuati sulle leucemie mieloidi acute [1, 2] hanno fornito le 
prime evidenze sperimentali circa l’organizzazione gerarchica delle 
cellule che costituiscono un tumore, individuando la presenza di una 
popolazione cellulare con caratteristiche di staminalità e dando l’avvio 
ad una serie di studi finalizzati a verificare l’esistenza di questa 
popolazione cellulare nei tumori solidi.  
Nell’ultimo decennio evidenze sperimentali hanno dimostrato 
l’esistenza, all'interno della massa tumorale, (di un certo numero di 
neoplasie solide)  di una sottopopolazione di cellule tumorigeniche 
responsabile dell'insorgenza e del mantenimento del tumore. Queste 
cellule sono state denominate “cellule staminali tumorali” (CST o 
“cellule inizianti il tumore” o CSC) in quanto hanno dimostrato di 
avere un potenziale proliferativo illimitato, la capacità di 
autorinnovarsi e di riprodurre il tumore umano in animali da 
esperimento (Fig. 1). 
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Molti tumori presentano un’organizzazione di tipo gerarchico, con 
all’apice un gruppo di cellule immature, dette cellule staminali 
tumorali, in grado di mantenere costante il proprio numero e di dare 
origine ad una progenie diversificata di cellule tumorali. Solitamente 
rappresentano una minoranza all’interno di un tumore ma possiedono 
tre principali caratteristiche: 
1) sono indispensabili per la crescita del tumore perché generano 
tutte le altre cellule tumorali; 
2) sono resistenti ai farmaci antitumorali: spesso sopravvivono alla 
chemioterapia e rigenerano il tumore dopo mesi o anni;  
3) sono responsabili della formazione di metastasi. 
Fig. 1 – Colosfera 
 (Zeuner A. et al. Cell Stem Cell 2014) 
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 Se le CST sono le “madri” di tutte le cellule, potenzialmente 
metastatiche, che popolano la massa tumorale, solo distruggendole si 
potrà eliminare definitivamente il tumore. Viceversa, se la terapia non 
riuscirà ad eliminare le CST ma solo le cellule tumorali figlie, il 
tumore prima o poi si riformerà; rappresentano, pertanto, il primo 
bersaglio da colpire [3]. 
Nel 2003, le CST sono state identificate nel tumore della mammella e 
in alcuni tumori cerebrali. Nel 2007 sono state scoperte nei tumori 
dell’intestino e del pancreas; negli anni successivi nel tumore della 
prostata, del polmone, della tiroide, dello stomaco, del rene, 
dell’ovaio e della vescica. L’ipotesi è che le cellule staminali tumorali 
di un tumore derivino dalle staminali del tessuto in cui il tumore si è 
sviluppato, in seguito ad un processo di mutazione o di 
trasformazione maligna. 
Le staminali tumorali potrebbero derivare da una categoria di cellule 
chiamate progenitori. Questi   sono i primi discendenti delle cellule 
staminali e possiedono una grande capacità di dividersi ma – 
contrariamente alle staminali – dopo un certo periodo di tempo 
muoiono. Se una cellula progenitrice va incontro a trasformazione 
maligna può acquisire l’immortalità e diventare a tutti gli effetti una 
cellula staminale tumorale. Distruggere le CST è una delle sfide più 
grandi per gli scienziati che fanno ricerca sul cancro. Uno dei tanti 
ostacoli è rappresentato dal fatto che le CST sono resistenti alla 
chemio ed alla radioterapia. Fra le loro specialità infatti c’è anche una 
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particolare capacità di espellere velocemente i farmaci e di riparare 
con grande efficienza i danni provocati dalle radiazioni.  
Le cellule staminali embrionali e adulte sono, infatti, dotate di una 
capacità superiore per prevenire l'accumulo di lesioni genetiche, 
ripararle o evitare la loro propagazione alle cellule figlie (il che 
sarebbe particolarmente dannoso per l'intero organismo). Le cellule 
staminali pluripotenti inducibili mostrano anche una risposta al danno 
del DNA ma la stabilità del loro genoma è spesso condizionata dalla 
storia mutazionale della popolazione cellulare di origine, che 
costituisce un ostacolo alle applicazioni cliniche. Le cellule staminali 
del cancro sono particolarmente tolleranti ai danni del DNA e non 
subiscono la senescenza o la morte cellulare regolata al momento 
dell'accumulo di lesioni genetiche. Tale resistenza contribuisce alla 
deriva genetica dei tumori in evoluzione e alla loro limitata sensibilità 
alla chemioterapia e alla radioterapia [4]. 
Spesso inoltre le staminali tumorali si dividono poco e, di 
conseguenza, sono poco attaccabili dalla chemioterapia, che invece 
colpisce soprattutto le cellule che si dividono velocemente. 
Individuati i processi e le  caratteristiche su cui le cellule staminali 
tumorali basano la loro sopravvivenza, si potranno sviluppare nuove 
terapie mirate che colpiscano efficacemente le cellule staminali 
tumorali senza danneggiare quelle normali.  Tuttavia, non tutte le 
CST possono avere lo stesso valore clinico poiché solo una frazione è 
in grado di produrre metastasi.  
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L’obiettivo di questo progetto è quello di isolare le cellule 
tumorigeniche a partire da tumori colorettali per lo sviluppo di terapie 
mirate. Chiarito il ruolo delle CST e della loro implicazione 
nell’oncogenesi potremo giocare un ruolo fondamentale nella gestione 
dei pazienti affetti da cancro del colon retto, identificando nuove 
prospettive per farmaci chemioterapici e specifici marcatori tumorali 
per prevenire e monitorare recidive e metastasi.  
I nostri obiettivi, sono: primo, l’identificazione ed il  monitoraggio 
delle sottopopolazioni di CST tumorigeniche attraverso l’espressione 
di marcatori legati alla staminalità cellulare che offrirà per la prima 
volta una valutazione di CST dei pazienti con metastasi da CCR, 
prevedendo potenzialmente un mezzo per pazienti in follow up. 
Quindi, la possibilità di espandere cellule metastatiche sia in vitro che 
in vivo offrirà una possibilità unica di valutare terapie sperimentali e 
combinazioni di farmaci selezionati sulla popolazione di cellule 
tumorigeniche, spianando la strada ad un effettivo bersaglio di cellule 
chemioresistenti. In sintesi, il risultato atteso da questo progetto 
potrebbe fornire informazioni sul ruolo delle CST nella formazione 
delle metastasi e permettere di creare nuovi mezzi che possono 
migliorare le procedure esistenti per il follow up ed il  trattamento 
clinico dei pazienti con CCR. 
Le cellule staminali (nei tessuti normali e nei tumori) possono 
assumere fenotipo proliferativo o quiescente. Nei tessuti normali, 
contribuiscono all’equilibrio omeostatico del tessuto mentre le cellule 
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staminali dormienti si dedicano alla riparazione dei tessuti dopo 
l'insulto. Allo stesso modo la divisione delle cellule staminali tumorali 
(CST) stimola la progressione del tumore mentre le cellule staminali 
tumorali quiescenti resistono agli insulti citotossici e ripopolano il 
tumore dopo la chemioterapia. Sono rari ma possono diventare la 
popolazione CST prevalente dopo trattamenti citotossici. 
La quiescenza rappresenta una strategia di sopravvivenza adottata 
dalle cellule staminali tumorali (CST) per resistere alle dure 
condizioni ambientali e agli insulti citotossici. Recenti studi 
dimostrano che le CST quiescenti (Fig. 2) si trovano in uno stato 
metabolico “basso”.  
 
 
Fig. 2 - CST quiescente  
 
(Zeuner A. The secret life of quiescent cancer stem cells. Mol 
Cell Oncol. 2015)  
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Questo stato di "bassa energia" probabilmente consente alle CST 
quiescenti di persistere in situazioni difficili come bassi livelli di 
ossigeno e scarsità di nutrienti, due condizioni che sono 
frequentemente incontrate dalle cellule tumorali [5]. 
L’identificazione delle cellule staminali tumorali ha profondamente 
influenzato l’approccio della ricerca oncologica nel tentativo di 
sviluppare terapie più efficaci. Pertanto, le cellule staminali tumorali 
rappresentano il bersaglio elettivo per nuovi farmaci ad azione mirata 
ed offrono un vantaggio potenzialmente rivoluzionario nel trattamento 
del cancro in quanto la loro eliminazione potrebbe portare 
all’eradicazione del tumore.  
In questo studio, abbiamo sviluppato una ricerca che ci ha permesso di 
isolare ed espandere in vitro cellule staminali tumorali da CCR.  
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MATERIALI E METODI 
Sono stati raccolti campioni di tessuti  tumorali dai carcinomi colo 
rettali operati (Fig. 3): la procedura è stata effettuata da personale 
dedicato (chirurghi, anatomo-patologi, biologi) che ha isolato 1 cm3 di 
mucosa sana, distante dalla sede del tumore ed 1 cm3 di lesione 
tumorale. I campioni sono stati conservati e trasportati in apposite 
provette, separate. Il pezzo operatorio è stato poi sottoposto ad esame 
anatomo-patologico definitivo come di routine (dallo stesso personale 
che aveva prelevato i campioni da 1 cm3, proprio per evitare che il 
pezzo operatorio, restante, non risultasse insufficiente). 
 
 
Fig. 3 - Preparato chirurgico di resezione anteriore del retto 
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Colture cellulari ed espansione delle cellule staminali tumorali 
 
I campioni di tessuto sono stati raccolti da un patologo 
immediatamente dopo l'intervento di ciascun paziente, lavati 
rapidamente 2-3 volte in soluzione salina fredda, quindi trasferiti nel 
mezzo di Eagle modificato di Dulbecco (DMEM) contenente il 3% di 
soluzione di penicillina-streptomicina-amfotericina B e conservata in 
questo terreno a 4 ° C fino all'elaborazione entro 24-48 ore. Per la 
dissociazione del tessuto, i campioni di CCR sono stati prima lavati 3-
4 volte in soluzione salina tamponata con fosfato (PBS), quindi 
tagliati con una pinza e / o un bisturi in pezzi di circa 0,5 mm o più 
piccoli. I frammenti sono stati ulteriormente lavati due volte mediante 
centrifugazione a 150 g per 3 minuti, quindi incubati in DMEM 
(Thermo Fisher Scientific) con 1,5 mg / ml di collagenasi di tipo II 
(Thermo Fisher Scientific) e 20 µg / ml di DNAse per 1 ora a 37 ° C 
sotto agitazione. 
La sospensione cellulare è stata quindi filtrata attraverso una rete di 
nylon da 100 µm e lavata mediante 2 ulteriori fasi di centrifugazione 
in DMEM. Infine, pellet contenenti cellule, cluster di cellule e 
frammenti di tessuto sono stati risospesi in terreno CSC integrato con 
10 mM di nicotinamide, 1 µM Y-27632, 20 ng / ml di EGF umano e 
fattore di crescita dei fibroblasti umani di base di 10 ng / ml. La 
sospensione risultante è stata placcata in flaconi di coltura tissutale a 
fissaggio ultra-basso e coltivata in atmosfera umidificata a 37 ° C, 5% 
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di CO2. Ogni 2 o 3 giorni, metà del mezzo di coltura è stato 
aggiornato. Nelle prime settimane di coltura, le cellule sono state 
periodicamente centrifugate a 150 g per 5 minuti e il pellet è stato 
delicatamente passato da 3 a 5 volte attraverso una punta di pipetta di 
Gilson da 200 µl in un piccolo volume di terreno; quindi è stato 
aggiunto il volume medio finale e sono state sostituite le celle. 
Grappoli di cellule proliferanti sono diventati evidenti dopo un 
periodo di tempo variabile, che va da 5 a 7 giorni a 3 settimane. La 
contaminazione batterica di solito si sviluppa in circa il 20% dei 
campioni entro 3-4 giorni dalla coltura. Le colture in cui non sono 
stati rilevati cluster proliferanti dopo 4 settimane sono state scartate. 
Normalmente la divisione della coltura (1: 2) era solitamente 
necessaria dopo 3-6 settimane dall'isolamento. Gli sferoidi sono stati 
quindi metabolizzati ogni settimana per dissociazione meccanica o 
per incubazione per 3-5 minuti a 37 ° C con TrypLE Express (Thermo 
Fisher). Le colture venivano utilizzate per preparare gli stock 
congelati attorno al quinto passaggio e utilizzate per esperimenti in 
vitro e in vivo all'interno del dodicesimo passaggio. 
 
 
Inoculo di cellule tumorali umane in modelli murini 
 
Per ogni esperimento sono stati utilizzati topi NOD 
(immunocompromessi) di sesso femminile, di 4-6 settimane. Per la 
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convalida delle CST, sono state inoculate 5 × 105 cellule per via 
sottocutanea, sul fianco di 3 topi replicati, in 100 µl PBS / Matrigel 
1:1. In tutti le CST erano convalidate, gli xenotrapianti erano 
rilevabili entro 3-5 settimane in almeno 2 topi su 3. Gli xenotrapianti 
palpabili sono stati asportati, fissati in formalina e inclusi in paraffina. 
Le sezioni colorate con ematossilina-eosina sono state confrontate (da 
un patologo) rispetto al tumore umano. I tumori sono stati misurati 
due volte alla settimana da un calibro digitale esterno e i volumi sono 
stati calcolati utilizzando la seguente formula: π / 6 × d2 × D, dove d e 
D rappresentano misurazioni del tumore più corte e più lunghe, 
rispettivamente. I trattamenti farmacologici sono stati avviati dopo lo 
stabilimento del tumore (100-150 mm3). Per gli esperimenti di 
trapianto secondario, i tumori (sei tumori per gruppo di trattamento) 
sono stati raccolti e dissociati in singole cellule. Per ogni singolo 
tumore, le cellule sono state iniettate in topi secondari a dosi seriali 
che vanno da 10 a 103. I topi sono stati registrati come negativi 
quando nessun innesto è stato osservato dopo 24 settimane 
dall'inoculazione.  
 
 
Citometria a flusso 
 
Singole cellule dissociate da sfere  (o xenotrapianti) sono state lavate 
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diluizione appropriata di controllo (o anticorpo specifico) nello stesso 
tampone per 45 minuti a 4 ° C. L'intensità della fluorescenza delle 
cellule marcate è stata valutata da uno strumento FACSCanto (BD). 
Gli anticorpi e i controlli usati per l'analisi di routine e gli esperimenti 
riportati nello studio erano i seguenti: anti-EpCAM-APC, anti-
EpCAM-PE e controlli isotipici di topo IgG2b-APC, mouse IgG1-
APC (tutti da BD); topo IgG1-PE, anti-Lgr5-PE e anti-CD133-PE ed 
anti CD44v6-APC. E’ sempre stata aggiunta 7-aminoactinomicina D 
(10 µg / ml; BD) per escludere le cellule morte [6, 7, 8].  
 
Successivamente, ulteriori tecniche sono state utilizzate per 
convalidare l’ipotesi: saggio di clonogenicità, RPPA (Reverse-Phase 
Protein Array Analysis), Western Blotting, Viability Assay and Drug 
Screening, analisi dell'estrazione del DNA e delle brevi ripetizioni in 
tandem ed analisi statistica. 
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RISULTATI  
La nostra casistica è composta da 22 pazienti affetti da cancro 
colorettale: 14 maschi (63,63%) e 8 femmine (36,36%), con un’età 
media di  69,77 anni (range 54 -84); di questi, 2 (9,09%) erano affetti 
da neoplasia del retto, 3 (13,63%) della giunzione retto-sigma, 5 
(22,72%) del sigma,  1 (4,54%) del colon discendente, 5 (22,72%) del 
colon trasverso, 2 (9,09%) del colon ascendente e 4 (18,18%) del 
cieco  (Fig. 4). Tutti i pazienti sono stati operati dalla stessa equipe 
chirurgica del Dipartimento di Scienze Chirurgiche di Roma 
(Policlinico Umberto I) nel periodo compreso tra il 2014 ed il 2017. 
 
Fig. 4 -  Localizzazione cancro colon 
Per ogni paziente sono stati considerati i seguenti dati: anagrafica, 
sesso, sede della neoformazione, diametro della neoformazione, 
stadiazione, controllo endoscopico, istotipo, data dell’intervento e 
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terapia farmacologica del paziente. Nella casistica sono stati inclusi 
soltanto i pazienti affetti da cancro colorettale, che non erano stati 
sottoposti a terapia neoadiuvante, affetti da tumori maggiori di un 1 
cm di diametro, non ulcerati. Tutti i pazienti sono stati informati dei 
rischi ed i benefici legati alla procedura ed hanno espresso pieno 
consenso. I pazienti sono stati sottoposti ad intervento chirurgico:  5 a 
resezione anteriore del retto (22,72%), 5 a colectomia segmentaria 
del trasverso (22,72%), 6 ad emicolectomia destra (27,27%) e 6 ad 
emicolectomia sinistra (27,27%). Dei 22 pazienti presi in esame, 5 
(22,72%) sono risultati positivi alla presenza delle CST (Fig. 5); 
l’adenocarcinoma è risultato come istotipo in 19 (86,36%) casi, 4 
(18,18%) dei quali ad insorgenza su tubulo-villoso e 2 (9,09%) con 
aree di differenziazione mucinosa; in 2  (9,09%) casi si è trattato di un 
adenocarcinoma mucinoso ed in 1 (4,54%) caso è risultato un 
adenoma tubulo-villoso cancerizzato. 6 (27,27%) pazienti sono 
deceduti (3 dei quali con CST) e 4 (18,18%) sono stati sottoposti a 
chemioterapia adiuvante. Nessun paziente è risultato affetto da 
recidiva. 
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Fig. 5 - Isolamento CST 
I pazienti sono tuttora monitorati e lo studio non volge ancora al 
termine, al fine di poter aggiungere dati fondamentali a questo tipo di 
ricerca (farmacoresistenza, follow-up, sopravvivenza).  
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DISCUSSIONE 
 
L’ipotesi delle “Cellule Staminali Tumorali” (CST) suggerisce 
l’esistenza di un’organizzazione gerarchica delle cellule che 
costituiscono il tumore. Secondo questa ipotesi la capacità di iniziare 
e sostenere la crescita del tumore, è appannaggio di una piccola 
percentuale di cellule, indifferenziate, con caratteristiche di 
staminalità, denominate cellule staminali tumorali. I risultati 
supportano ampiamente la validità di tale ipotesi per i carcinomi del 
colon. In questi ultimi  il potenziale tumorigenico è confinato ad  una 
sottopopolazione di cellule indifferenziate. 
L’inoculo sottocute di una piccola frazione di cellule tumorali in topi 
immuno-compromessi è in grado di riprodurre fedelmente, sia da un 
punto di vista istologico che molecolare, il tumore parentale.  
Condizioni di coltura selettive hanno permesso di espandere in vitro 
queste cellule staminali tumorali sotto forma di aggregati cellulari 
denominati sfere tumorali. Queste sfere mantengono un fenotipo 
indifferenziato. Gli studi in vivo su modelli murini hanno confermato 
il potenziale tumorigenico di queste sfere che riescono a riprodurre il 
tumore parentale anche dopo essere cresciute in coltura per più di un 
anno come cellule indifferenziate. Questi dati forniscono un’ulteriore 
conferma dell’elevato potenziale proliferativo e di auto-rinnovamento 
delle cellule isolate nei tumori del colon. Nel nostro studio i 5 pazienti 
affetti da CCR con presenza di CST avevano un istotipo mucinoso in 
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2 casi ed un adenocarcinoma con aree di differenziazione mucinosa in 
altri due casi; questo potrebbe suggerire la presenza delle CST, con 
probabilità maggiore, negli istotipi più aggressivi. 
Sebbene le nostre conoscenze in termini di origine delle CST siano 
migliorate negli ultimi anni, c'è ancora molto da scoprire. Sono stati 
sviluppati diversi modelli a sostegno del consenso emergente che le 
CST derivano dall'accumulo temporale di alterazioni genetiche / 
epigenetiche [9, 10, 11]. Infatti, il complesso processo di 
trasformazione può comportare diverse fasi e può verificarsi in 
parallelo con un microambiente deregolato, associato a logoramento 
dei telomeri, inattivazione dei geni oncosoppressori e 
sovraregolazione degli oncogeni insieme all'instabilità genomica ed 
epigenetica; infatti nelle fasi più avanzate della trasformazione 
maligna, le CST possono eludere il sistema immunitario ed acquisire 
capacità metastatiche [12]. 
L’isolamento delle cellule staminali tumorali in questi ed altri tipi di 
tumori solidi, tra cui il glioblastoma [13], il melanoma [14], i 
carcinomi della prostata [15], mammella e pancreas [16, 17], ha 
profondamente influenzato la ricerca oncologica negli ultimi anni, 
determinando lo sviluppo di nuovi approcci finalizzati alla 
comprensione della biologia delle cellule tumorali staminali e 
conseguente sviluppo di terapie mirate alla loro eliminazione. 
L’identificazione di “nicchie” (Fig. 6) in cui le CST risiedono in uno 
stato di latenza, rappresenta un valido strumento per il follow up di 
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pazienti che hanno ottenuto un R0 alla resezione chirurgica. E’ 
ipotizzabile che nuovi strumenti diagnostici sviluppati 
specificatamente per identificare la localizzazione e lo stato di attività 
delle CST durante il periodo di dormienza del tumore, daranno 
risultati fondamentali per la precoce identificazione e gestione delle 
recidive e/o metastasi. 
Sebbene la resezione chirurgica combinata con la terapia adiuvante 
sia per lo più efficace negli stadi iniziali della malattia, la recidiva e le 
metastasi si presentano spesso e rappresentano la più comune causa di 
morte nei pazienti.  
 
 
Fig. 6 - CST nicchie 
 
    (Zeuner A. The secret life of quiescent cancer stem cells. Mol Cell Oncol. 2015) 
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L’isolamento e la caratterizzazione delle cellule staminali tumorali 
(CST) da cancro del colon-retto ha definito una pietra miliare nella 
comprensione dei meccanismi sottostanti lo sviluppo e la 
progressione del cancro colorettale. Fin dalla loro scoperta , le CST 
colorettali sono state riconosciute come la sottopopolazione di cellule 
capace di sostenere l’autorinnovamento tumorale, la chemioresistenza 
e la metastatizzazione. Attualmente c’è accordo generale sul fatto che 
le caratteristiche molecolari delle CST sono strettamente legate al 
paziente e rappresentano un mezzo importante per sviluppare 
approcci terapeutici ad hoc. In parallelo le CST sono emerse come 
“biomarkers” che consentono di effettuare previsioni cliniche e di 
monitorare la risposta al trattamento del cancro.  
Gli indizi che collegano le CST e le cellule tumorali circolanti (CTC) 
sono numerosi e convincenti, cominciando con l’evidenza che le 
cellule in grado di formare un nuovo tumore a distanza devono 
possedere le caratteristiche delle cellule che creano il tumore. 
Tuttavia, esiste ancora un divario tra le conoscenze disponibili sulle 
CST e le CTC ed il loro utilizzo clinico. 
Uno dei tanti aspetti che necessita ulteriori approfondimenti riguarda 
l’identificazione di markers aggiuntivi che rendano sempre più 
efficaci e selettive le tecniche di isolamento  delle cellule tumorali 
staminali. Tali analisi consentiranno una caratterizzazione definitiva 
dei marcatori di superficie che contraddistinguono le cellule staminali 
tumorali, ed al contempo permetteranno di comprendere quali siano le 
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molecole con un ruolo chiave nel processo di tumorigenesi mediato 
da tali cellule, con sostanziali implicazioni in campo diagnostico e 
terapeutico [18]. Infatti l’ostacolo maggiore è rappresentato 
dalla somiglianza fra le CST e le cellule staminali normali. E’, quindi, 
molto probabile che una terapia anticancro diretta contro le staminali 
tumorali finisca per distruggere anche le staminali normali [19]. 
Un ulteriore aspetto da considerare è il microambiente tumorale: per 
poter analizzare completamente il comportamento delle CST si 
devono prendere in considerazione necessariamente: le nicchie delle 
cellule staminali, lo stroma, il sistema immunitario e la 
vascolarizzazione del tumore [20]. Ovviamente ci sono molti dettagli 
che devono ancora essere chiariti; in futuro si potrebbe pensare ai 
tumori come “organi”, in quanto composti da più tessuti (con 
differente origine embrionale) [21]. 
Inoltre, ogni metodo di isolamento, espansione e coltura delle cellule 
CST è associato ad una serie di inconvenienti che comprendono: 
l'emergere di cambiamenti associati alla coltura, i pregiudizi genetici 
dovuti a pressioni selettive che agiscono durante lo xenograft , bassi 
tassi di successo nell'isolamento cellulare, inadeguata espansione 
cellulare e scarsa gestibilità delle colture per studi molecolari. Il 
valore finale di tali metodi dipende da molteplici fattori, tra cui la 
purezza cellulare, la presenza e la quantità di cellule che iniziano il 
tumore, la riproducibilità e la capacità delle cellule coltivate di 
fomentare il tumore originale nei topi [6, 22]. 
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CONCLUSIONI 
 
L’andamento delle curve di incidenza e mortalità dell’ultima decade 
testimoniano il successo della diagnosi precoce e l’efficacia delle 
terapie attuate nei pazienti affetti da carcinoma colorettale. Esiste 
pieno accordo nel riconoscere la chirurgia come unico trattamento 
radicale, alla quale possono essere associate la radioterapia e la 
chemioterapia [23].  
Le CST sono le prime responsabili della progressione del tumore, 
della resistenza alla chemioterapia, della metastatizzazione e delle 
recidive. 
Nei pazienti operati in maniera apparentemente radicale, il rischio di 
recidiva varia con lo stadio patologico del tumore primitivo.  La 
crescente insorgenza di CCR aggressivo nei giovani adulti mette in 
evidenza i cambiamenti della natura di questa malattia [24]. 
La maggior parte dei ricercatori è ormai convinta che dipenda dalle 
staminali anche la ricomparsa della malattia a distanza di molto tempo 
dalla sua remissione. Le terapie, infatti, possono distruggere tutte le 
cellule tumorali, ma difficilmente riescono ad eliminare le staminali 
del cancro, che possono restare sopite per molto tempo, prima di 
riprendere il loro processo di replicazione. 
La teoria delle CST può spiegare anche una recidiva tumorale dopo 
che un tumore è stato completamente rimosso chirurgicamente (R0 
macroscopico, zero resezione residua) o dopo una risposta 
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apparentemente completa alla chemioterapia. E’ possibile che queste 
cellule staminali tumorali possano annidarsi nei siti "sicuri" (nicchie) 
del nostro corpo, dove possono rimanere indisturbati per un lungo 
periodo di tempo (persino anni), finché uno stimolo non le “risvegli”, 
causando la ripresa di malattia.  
Un nuovo filone di ricerca dovrebbe focalizzarsi sulla realizzazione di 
strumenti diagnostici per seguire i pazienti dopo resezione chirurgica 
R0 o dopo una risposta completa alla terapia, per una diagnosi 
precoce di recidive e metastasi [25]. 
L'identificazione della nicchia in cui le CST risiedono in uno stato 
quiescente potrebbe rappresentare uno strumento valido per il follow-
up dei pazienti anche dopo aver ottenuto una resezione chirurgica R0 
ed il target terapeutico per prevenire le recidive [26]. 
L'ipotesi delle cellule staminali del cancro potrebbe parzialmente 
spiegare il concetto di malattia residua minima. Dopo resezioni 
chirurgiche macroscopicamente a residuo zero (R0), anche la 
persistenza di poche cellule staminali tumorali nascoste nelle 
“nicchie” potrebbe dar luogo a recidive a distanza [27]. 
I risultati mostrano che le colture sferoidali arricchite con CST 
acquisiscono fedelmente le caratteristiche dei tumori del colon-retto 
primari. Ancora più importante, le linee CST forniscono un efficiente 
sistema sperimentale per eseguire test preclinici dei farmaci 
chemioterapici ed immunoterapici, portando così ad una profonda 
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comprensione dei determinanti molecolari della resistenza alla terapia 
e della sensibilità del tumore alle terapie combinate [6, 28, 29, 30]. 
In particolare, sfruttando i progressi dell'immunoterapia del cancro: è, 
infatti, ampiamente dimostrato che il microambiente giochi un ruolo 
fondamentale nel supportare il tumore, quindi, la relazione tra CST e 
sistema immunitario ospite è oggetto di studio intensivo, con 
l'obiettivo di sviluppare strategie terapeutiche efficaci che mirano alla 
capacità delle CST di sfuggire alla sorveglianza immunitaria [31]. 
L’isolamento delle CST rappresenta un valido supporto alla terapia 
chirurgica e permette uno studio più approfondito del tumore al fine 
di poter somministrare una terapia personalizzata, più efficace e a 
lungo termine (Fig. 7). 
 
 
 
Fig. 7 – CST target 
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